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INTRODUGAO:

As células competentes sao fundamentais em manuseios da biotecnologia. Segundo Higa e
Mendel (1970), elas se manifestam por meio da apresentacdo de um DNA externo. Consoante ao
primeiro protocolo adotado por eles, o procedimento consiste em tratar as células com ions de calcio,
sucedido por uma exposicao imediata a altas temperaturas, o que aumenta a flexibilidade celular,
facilitando a inducdo do DNA exdgeno - plasmideo com genes de resisténcia a antibidticos.
Posteriormente, Hanahan (1983) aprimorou a formulacdo dos meios de cultivo bacteriano,
aperfeicoando as condi¢Oes das etapas do processo. No entanto, um dos fatores limitantes da
execucgdao se relaciona ao tamanho do plasmideo, visto que a eficiéncia tende a ser menor
paralelamente ao seu extenso comprimento.

No presente estudo, serdo comparadas quatro linhagens de E. coli modificadas: DH10B, Stbl3,
C2987 e DH5q, para determinar qual delas apresenta maior capacidade de transformagéao e
produtividade de plasmideos contendo grande nimero de pares base de DNA. Isto é importante, uma
vez que tecnologias como CRISPR/Cas9 funcionam a partir de plasmideos com grande nimero de
pares de base entre 12kb e 14kb. Nesse sentido, a transformacéo bacteriana é passivel de ser
monitorada em decorréncia do cultivo em meio com antibiético, que permitira que somente as células
gue adquiriram o DNA circular do plasmideo formem colénias em meios sélidos, com o objetivo de
descobrir qual cepa é a mais apta para a captacdo do mesmo.

METODOLOGIA:

XXXIIlI Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP — 2025 1



Iniciamos o0s estudos seguindo um protocolo para produzir e amplificar as bactérias e
torna-las competentes, publicado inicialmente por Mandel e Higa, em 1970, para transformacao
artificial de E. Coli. Foram realizadas algumas variagdes e mudancas até o protocolo atual para testar
diferentes condicoes.

e Isolamento de uma col6nia de bactéria:

Inicialmente, foi preparado o meio de cultivo sélido (meio LB + 3% &gar), que passou por
processo de esterilizacdo por autoclavagem e mantido em temperatura ambiente. Para preparacdo
das placas de cultivo de bactérias, o frasco contendo o meio sélido foi liquefeito sendo aquecido no
micro-ondas. 10 mL do meio foi despejado em placas de Petri de 10 cm de diametro, que foram
deixadas para solidificar meio. Foi realizada a técnica de estria simples para isolamento de col6nias
de cepas de Escherichia coli (E. Coli), que entdo foram incubadas em estufa a 37°C em um intervalo
de 24 horas, a fim de conceder a formacao das coldnias bacterianas.

e Preparacédo das Células Competentes

As colbnias individualizadas foram transferidas para o meio liquido (meio LB) e incubadas a
37°C por 24 horas. Ap6s o crescimento das bactérias, 0,5 mL dessa pré-cultura foi inoculado em 50
mL de meio LB mantido sob agitacdo a 37°C por 3 horas para atingir uma densidade adequada para
a preparacgéao.

Para inicio do protocolo para tornar as células competentes, essas foram resfriadas em gelo
por 15 minutos, todas as etapas consecutivas foram conduzidas em gelo. As células foram
centrifugadas a 7 minutos 3000 rpm. O pellet adquirido foi primeiramente lavado em solucao de cloreto
de célcio (CaCl2) 100 mM gelado, e mais uma vez ressuspendido em solugcdo de CaCl2 100 mM
gelado. A suspensao foi incubada em gelo por 45 minutos.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 2 mL de CaCl2 com 15% de glicerol, sendo transferido em aliquotas de 100 uyL em
20 microtubos de 0,2 mL estéreis. Estas aliquotas foram mantidas em geladeira (4°C a 8°C) durante
toda a noite e no dia posterior foram armazenadas em freezer a -80°C.

e Transformacé&o das bactérias

Na segunda fase do experimento, foram retiradas do freezer trés microtubos com aliquotas de
cada uma das linhagens celulares utilizadas. As amostras foram prontamente movidas para o gelo, no
qual mantiveram-se até que estivessem descongeladas, mas ainda preservadas em condi¢fes de
baixa temperatura.

Em espaco estéril, usando o fluxo laminar, foi agregado 1 yL do plasmideo pL-CRISPR-EFS-
GFP (188 pg/mL) em 100 pL de células previamente descongeladas. A solucédo foi mantida no gelo
por 30 minutos. Os microtubos com a solucdo foram expostos a um choque térmico, sendo
mergulhados por 50 segundos em banho de 42°C. De imediato, as células foram novamente resfriadas
no gelo por dois minutos.

Sequencialmente, cada amostra foi realocada para microtubos contendo 300 pL de meio liquido
(LB) sem antibiotico, e incubada em estufa a 37°C durante uma hora para expressao do gene de
resisténcia a ampicilina.

-Contagem do namero de colénias transformadas

Para a contagem de colbnias de bactérias formadas foi utilizado também meio sélido LB, mas
agora contendo 100 ug/mL de ampicilina (antibiético). Foram plaqueados todos os 300 L de células
do item anterior sobre as placas de meio LB soélido + 3% de agar + 100 ug/mL de ampicilina. As placas
foram transferidas para a estufa a 37°C e mantidas até o dia seguinte para o crescimento das coldnias
de bactérias transformadas com o plasmideo. No dia posterior, as mesmas foram transportadas para
camara fria e guardadas até a contagem do numero de col6nias crescidas por placa. Todo esse
processo foi feito com as cepas DH10B, DH5a, C2987 e Stbl3, e repetido para a obten¢&o de dados a
fim de comparar resultados.
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e Analise estatistica
As amostras foram quantificadas e seus resultados foram utilizados para calcular a média e
desvio padrdo, assim como, realizar as analises de significAncia estatistica, levando em
consideracao valores significativos considerando p<0,05. Foi realizada a andlise comparativa one
way ANOVA, com teste de comparac¢ao multipla de Turkey.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

e Plasmideo Utilizado para o Teste de Competéncia Bacteriana

Utilizamos um plasmideo considerado grande de extensao para verificar nossos objetivos.
Para tal, o plasmideo pL-CRISPR-EFS-GFP de 13,5kb, normalmente utilizado para a tecnologia do
CRISPR/Cas9. Plasmideos de grande extenséo tém dificuldade de entrar em células competentes,
diminuindo a eficiéncia de transformacéo destas células. Este plasmideo foi utilizado para testar a
eficiéncia de diferentes cepas de bactérias normalmente utilizadas em trabalhos de biologia
molecular no laboratério. Este plasmideo pode ser verificado na figura 1, contém em sua estrutura
porgdes de expressao génica relevantes aqui citadas para metodologia do CRISPR/Cas9, como gene
para producdo de guide, para a producao da proteina Cas9 e também para produgéo de uma proteina
reporter GFP (proteina verde fluorescente). Além disso, para facilitar sua amplificagdo, transformacgéo
e selecdo em Iaboratério,ﬁxiste um gene de resisténcia a ampicilina.
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EcoRrV [FIGURA 1] Representacdo grafica de um plasmideo.

e Isolamento das Colbnias de Bactérias
Primeiramente, isolamos uma coldnia de bactéria para evitar a propagacao de possiveis
mutagdes que, apesar de raras, podem vir a acontecer, além de homogeneizar o comportamento das
células por ter a certeza de uma Unica origem, confirmando a cepa desejada. Na figura 2,
demonstramos as etapas que foram realizadas para este fim. Quatro placas foram obtidas, sendo
uma para cada cepa utilizada: DH10B, Stbl3, C2987 e DH5a.
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[FIGURA 2] Placas de Petri estriadas com as
respectivas bactérias.
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e Células competentes e sua eficiéncia

As células foram processadas por processo quimico para obtencdo de competéncia para
adquirir o plasmideo. Apés a transformacdo das bactérias, realizada em presenca de plasmideo
submetidas a um choque de temperatura, as células foram cultivadas em meio sélido com ampicilina
(Figura 3). Para o processo quimico, foi utilizado CaCl2 para desestabilizar a parede e a membrana
celular da bactéria. Com isso, a manutencao destas em baixa temperatura evitou sua degradacao ou
perda da competéncia. O fato de termos realizado um choque térmico, permitiu uma modificacéo
morfologica da parede da bactéria facilitando a entrada do plasmideo.

Posteriormente, as bactérias foram cultivadas em meio solido contendo ampicilina, que foi um
antibiético que serviu como fator de sele¢do das bactérias que continham e que ndo continham o
plasmideo. Uma vez que as bactérias sdo sensiveis a este antibidtico, as Unicas bactérias que
cresciam no meio continham o plasmideo, pois este tem um gene de resisténcia a ampicilina. Com
isso, conseguimos quantificar a eficiéncia de transformacgéo das bactérias pelo nimero de colbnias
formadas. Estas amostras comparativas podem ser observadas no grafico da figura 4.

[FIGURA 3] Placas de Petri contendo
bactérias previamente tornadas competentes e sua producgéo de plasmideo.

Com os dados comparativos, ndés obtivemos que a cepa Stbl3 teve um numero
significativamente maior que as outras, sendo esta a mais eficiente. Comparando as outras entre si
nao houve diferenca significativa.
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[FIGURA 4] Tabela contendo os dados obtidos na contagem
de colbnias bacterianas cultivadas em meio contendo ampicilina.

CONCLUSOES:

A pesquisa realizada sobre células competentes tem como finalidade otimizar processos
laboratoriais, visando obter um resultado mais eficaz nas pesquisas que se utilizam células competentes
para receber o DNA externo. Foi realizado o estudo com base nas quatro bactérias mais utilizadas no
laboratério — C2987, DH5a, DH10B e Sthl3 —, sendo a Stbl3 considerada a mais eficiente. Calcular o
guanto de plasmideo cada bactéria produz também seria um ponto importante para ser analisado. Nos

proximos passos, pretendemos avaliar a eficiéncia de producéo de plasmideos de cada cepa.
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